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La presente invention concerne de nouveaux peptides et polypeptides i tiles 
notamment a titre de medicaments dans les therapies impliquant la regeneration des 
cellules du systeme nerveux et utiles egalement comme additifs dans les cultures de 

cellules nerveuses. 

5 II est bien connu que differents peptides synthetiques deduits de la strut ture 

de la thombospondine ont des actions interessantes sur diflFerents types cellulaires 
notamment .Is inhibent les tumeurs chez les mammiferes. influencent la thromboyse' 
rangiogenese, peuvent etre des modulateurs.. du complement ou bien assure- la 
promotion d'attachement cellulaire. , 

10 Les peptides ou polypeptides selon la presente invention, dont la struc ture 

denve en partie de Tun des motifs thrombospondine rencontres dans une proteine 
part.cul.ere. la SCO-spondine. presentent toutefois une action tout i fait remarquable 
sur les cellules neuronales du systeme nerveux central, notamment du cortex cerebrd et 
de la moelle epini^re. ce qui n'a jamais 6t6 demontre pour aucun des peptides 

15 mentionnes precedemment. 

Les caract^ristiques generales de la SCO-spondine sont decrites notami.ent 
dans l-article de Monnerie et al. (soumis) et Tarticle de Gobron et al. Journal of 
Science. 109, 1053-1061, 1996. 

Plus particulierement, la presente invention concerne un peptide 
20 polypeptide ayant la formule : 

-W-S-A.-C-S-Ai-C-G- 
dans laquelle A, et Aj sont des sequences d'acides amines comportant de 1 a 5 ac 
am.nes, de preference de petits amino-acides. 

II convient de rappeler que dans I'ensemble de la description, on entend 
des.gner par « acide amine » aussi bien les acides amines naturels que les acides am nes 
non naturels. Par « acide anun^ naturel » on entend designer les acides amines sous 
forme L que Ton peut trouver dans les proteines naturelles. c'est-4-dire alanine 
arg.nine, asparagine, acide aspartique, cysteine, glutamine, acide glutamique, glycine' 
h.st.dine. isoleucine, leucine, lysine, methionine, phenylalanine, proline, seiine' 
threonine, tryptophane, tyrosine et valine. Mais, la presente invention conc.,me 
egalement les acides amines non naturels. c'est-a-dire les acides amines precedents sous 
leur forme D, ainsi que les formes homo de certains acides amines comme Targinin.;. la 
lysine, la phenylalanine et la serine ou les formes nor de la leucine ou de la valine. 



25 



::eii 



ou 



des 



2 



II est egalement possible d'envisager I'utilisation d'autres acides amines 

comme, par exemple : 

Abu : acide alpha-aminobutyrique 

Agm : agmatine |^ 
5 Aib : acide alpha-aminoisobutyrique 

F-trp : N-fonnyle-trp 

la sarcosine 

la statine 

r ornithine 
10 la desaminotyrosine. [. 

La desaminotyrosine est incorporee a Textremite N-terminale alors que 

I'agmatine et la statine sont incorporees a Textremite C-terminale de ces peptides. 

De fa(?on preferee, les peptides selon la presente invention Ai est la proline 

ou Xi-W-X2-X3. ou Xi, X2, X3 sont choisis parmi G, S et C, c'est-a-dire de petits 
15 aminoacides. 

De fa^onlencore preferee, Ai est X1-W-S-X3 et A2 est choisi parmi RS, VS 



30 



et VT. 



20 suivante 



Les raisons de ces choix apparaltront a la lecture de certains exemples. 

De preference, le polypeptide selon la presente invention a la structure 



-W-S-Xi^W-S-X2-C-S-A2-C-G- 

Le peptide prefere a la structure suivante : 

-W-S-G-W-S-S-C-S-R-S-C-G- 

De fa9on''preferee, les peptides et polypeptides selon la presente invention 

i 

25 auront la structure suivante : 

Y-W-S-A1-C-S-A2-C-G-Z 
dans laquelle Y et Z constituent les extremites N et C-terminales du peptide, ou 
comportent des chaines d' acides amines ayant moins de 6 acides amines, ou comportent 
des chaines de composes qui ne sont pas des acides amines. 

Ceci correspond au peptide en lui-meme ou a un peptide dans lequel les 
extremites Z et Y ameliorent Tactivite pharmacologique ou assurent une meilleure 
penetration ou biodisiponibilite du principe actif, ainsi il est possible de prevoir dans les 
extremites Y et Z I'utilisation de composants hydrophiles permettant eventuellement de 
passer certaines barrieres biologiques, ou bien, au contraire, de prevoir des sequences 
35 plus hydrophiles qui permettront une meilleure solubilisation des produits en cause. 
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Enfin, la modification des extremites peut faciliter incorporation de ces 
products dans des formes galeniques particulieres comme, par exemple. des liposo.es 
ou des microparticules. , 

s H.Anxr '"""'^"'^ d-expresiion 

pr^^en™" °" polypeptfdes 

Les sequences d'ADN codant pour Ics peptides ou les polypeptides 
precedents peuvent etre aisement deten„i„6es i paxtir des sequences en amino-acdes 
ou en s appuyant, par exemple, sur les sequences naturelles telles qu'elles seront 
10 decntes dans la presente demande. j 

X. *r.xr d'administration pourrbm etre constitufe soit par des vect.=urs 

d ADN nus, soit par des vecteurs plasmidiques. soit encore par des vecteurs virau, ou 
men des veaeurs synthetiques. 

II s'agit la de technologies connues qui ne seront pas decrites dans le d6t lil 
L'utilisation de ces vecteurs d'expression permet d'exprimer in situ 
peptides ou polypeptides en cause et. dans certains cas. est susceptible d'ameliorer 

activite. [ 

On choisira. bien entendu, des constructions qui pr&entent si possible une 
specficite pour les cellules nerveuses. dans la mesure ou il s'agit des cibles prefe.ees 
pour les polypeptides selon la presente invention. 

Les peptides et polypeptides selon la presente invention peuvent 
prepares par tout procede approprie. notamment ils peuvent etre obtenus par syntfese 
chimique mais 6galement il est possible de les obtenir par voie biologique en utili,ant 
notamment les vecteurs mentiomies precedemment dans les cultures cellula res 
25 appropriees. 

II convient d'ailleurs de remarquer 4 ce propos que les polypeptide: et 
peptides selon la presente invention peuvent se presenter sous forme deglycosylee ou 
b.en glycosylee si cela est necessaire. II convitot egalement de remarquer que dans 
certains cas et suivant la methode de preparation il pourra etre necessaire de renaturer 

30 certaines structures tertiaires du peptide. 

Enfin, les polypeptides selon la presente invention sont plus particulieren ent 
utilisables dans des compositions pharmaceutiques et ceci dans le but d'etre adminisl-- 
m vivo, notamment dans toutes les pathologies et traumatismes necessitant L™ 
regeneration des cellules du systeme nei^eux, et plus particulierement de l.urs 

3S prolongements et synapses. 
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11 peut s'agir de pathologies ou de traumatismes dans lesquels on observe 
une neurodegenerescence, mais il peut egalement s'agir de pathologies ou de 
traumatismes dans lesquels la regeneration du systeme nerveux central, notamment des 
axones, ou des nerfs peripheriques est necessaire. 

Panni ies pathologies neurodegeneratives dans lesquelles les composes 
selon la presente invention peuvent apporter un support, il faut citer notamment la 
maladie d^Alzheimer, la sclerose en plaques, la maladie de Parkinson et les differents 

types de myopathies. 

Pour ce qui conceme la regeneration des prolongements neuronaux, 
notamment des axones, il peut s'agir en particulier de problemes de type accidentel ou 
traumatique (section de moelle epiniere ou de nerfs peripheriques). 

De meme. les composes selon la presente invention peuvent etre utilises 
comme additifs dans certaines cultures cellulaires avec les memes efifets que ceux 
mentionnds precedemment sur la croissance des cellules. 

Plus particulierement, les composes selon la presente invention augmentent 
la pousse neuritique (inciuant les axones) dans les neurones du cortex cerebral. Sur les 
neurones de la moelle epiniere on note une inhibition de I'agregation et 
une defasciculation des neurites, on note aussi une augmentation des contacts 
synaptiques. 

La « pousse neuritique » est definie comme un allongement, c'est-a-dire une 
croissance des prolongements des neurones, que ce soit le prolongement dendritique ou 
axonal. 

L*« agregation » est definie comme un regroupement des cellules formant 

un amas. 

La « defasciculation » est definie comme le resultat d*une diminution de 
Tadhesivite entre neurites, conduisant a un reseau lache de prolongements neuronaux. 

Le « contact synaptique » est defini comme la capacite pour une cellule 
neuronale de communiquer avec une autre cellule, celle-ci pouvant etre egalement 
neuronale. 

La nomenclature utilisee pour decrire la sequence du present peptide est la 
nomenclature intemationale utilisant le code a trois lettres ou le code a une lettre et ou 
rextremite amino-terminale est presentee a gauche et Textremite carboxy-terminale est 
presentee a droite. 
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N 


N(°/o) 


P.M. 


c 


Cys 


Cysteine 


2 


16,7 


206 


G 


Gly 


Glycine 


2 


16,7 


114 


R 


Arg 


Arginine 


1 


8,3 


156 


S 


Ser 


Serine 


5 


41,7 


435 


w 


Tip 


Tryptophane 


2 


16.7 


372 



Les composifons selon la presents invention peuvent se presenter sous une 
fonne quelconque habituelle pour radnunistration phannaceutique. c'est-a-dire par 
example des fonnes d'adn^nistration liquide en gel ou tout autre support pennet L 
par exemple, la liberation controlee. 

iniectahl. r"™ " "otanunent les oomposi.lons 

njectable plus par.,cul.eren>ent destinees aux injections dans les espaces meninges et 
SOUS arachnoidiens. ' 

Le peptide le plus actif selon la presents invention a la formule suivante 
Trp-Ser-Gly-Trp-Ser-Ser-Cys-Ser-Arg-Ser-Cys-Gly 

no, n , " P^^^^"'^ "» P°'«l^ moleculairl de 

1301 Da et presente une composition en amino-acide de : 

P.M.(%) 
15,8 
8,8 
12,0 
33.4 
28,6 

II a ete obtenu par synthese chimique en phase solide. 
Mais, comme cela a 6t6 indique precedenmient, il peut etre obtenu par gLie 
genefque en utilisant un systeme hote-vecteur comprenant I'ADN codant pou- le 
peptide en tenant compte. par exemple. de la degenerescence afin de le produir<: 
grande quantite. 

La sequence d" ADNc codant pour le peptide peut etre presentee de la ft con 

suivante : 

5 ' TGG WSN GGN TGG WSN WSN TGY WSN MGN WSN TGY GGN 3 ' 
A -Adenosine W = AouT 

C = Cytosine S = GouC 

G = Guanosine Y-CouT 
T = Thymidine M = A ou C 

30 N = A, C. G ou T 

Le peptide ainsi obtenu a ete identifie par microsequenpage, analyse HpLc 
spectrometne de masse et sequen(?age de I'ADN complementaire. 

C'est sur ce produit que I'on a realise les experiences suivantes : 



Materiel et methode 

Cultures cellulaires dissociees d' hemispheres cerebraux d'embr yons de pou let ag j es de 
8 jours 

Les cultures neuronales sont obtenues a partir d^embryons de poulet ages 
de 8 jours. Les hemispheres cerebraux, apres enlevement des meninges, sont coupes en 
petits morceaux et dissocies enzymatiquement avec 0,25 % de trypsine dans un tampan 
salin PBS exempt de calcium et de magnesium pendant 1 5 minutes a ^l^C. 

Les cellules sont centrifugees a 200 g pendant 5 minutes en milieu DMEM a 
20 % de SVF pour Tinactivation trypsique. Les cellules sont ensuite filtrees sur 
membrane de nylon (dimension des pores : 48 microns) et collectees dans un milieu 
chimiquement defini exempt de seoim contenant un melange 1/1 de DMEM et de milieu 
Ham*s F12 supplemente avec de la glutamine (4 mM), du glucose (33 mM), de la 
penicilline G (50 U/nil), du sulfate de streptomycine (50 ng/ml) et un supplement N2 de 
Bottenstein et Sato|! (1979): putrescine (100 ^iM), selenite de sodium (30 nM), 
transferrine humaine; (50 lag/ml), progesterone (20 nM), insuline (5 \xg /ml) et P- 
estradiol (1 pM). Tous les supplements N2 sont achetes chez Sigma. 

Les cellules sont etalees avec une densite de 7,5 x lO" cellules/cm^ sur des 
boites en plastique a; 24 puits. Pour certaines experimentations, les boites en plastique 
sont revetues soit dej fibronectine (24 |ag/ml) soit de thrombospondine (20 ^ig/ml). Les 
cultures sont incubees a 37°C et sous air a 10 % de CO2. Le milieu n'est pas change au 
cours de T experience. Ces cultures consistent en pres de 95 % de neurones. 
Cultures cellulaires de neurones spinales 

Les moelles epinieres d'embryons de poulet ages de 6 Jours sont dissequees, 
debarrassees de leur membrane meningee et coupees en petits morceaux dans un 
tampon phosphate (PBS) exempt de calcium et de magnesium. Apres incubation avec 
0,25 % de trypsine pendant 10 minutes a 37''C, le tissu est centrifuge a 20O g pendant 
4 minutes dans un milieu de croissance contenant 20 % de semm de veau foetal pour 
stopper la trypsinatibn. Les cellules sont alors dissociees par trituration repetee en 
utilisant une pipette Pasteur et resuspendues dans un milieu chimiquement defini exempt 
de serum comme precedemment. 

Les cellules sont etalees avec une densite de 7,5 x 10** cellules/cm^ sur des 
boites de culture en plastique a 24 puits. Les cultures sont incubees a 37°C et sous air a 
10 % de CO^. Le milieu n'est pas change durant les experiences et Ton a deja demontre 
que ce type de population cellulaire contenait plus de 93 % de neurones. 
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Les peptides testes sont, outre le peptide selon ia presents invent on 
mentionne precedenunent (peptide 1), un second peptide selon Tinvention ayant la 
structure : j ^ 

W-G-P-C-S-V-S-C-G- (peptide 2) 
puis 3 peptides de comparaison : \ 

D-C-K-D-G-S-D-E- (peptide 3) ' ' 
R-K-A-R- (peptide 4) 
et une sequence nnelangee du peptide 1 : 

S-S-CR-S-G-CW-G-S-S-W- (peptide IS (pour scrambled)). 
L'ensembie de ces peptides a ete obtenu par synthese. 

Resultats 

En presence du peptide selon la presente invention, les neurones s'agreglnt 
et sont essentiellement connectes par des faisceaux de neurites longs et epais apre- 
jours de culture. En plus, ces cellules adherent bien au substrat revfitu du peptide av 
aucun detachement des agregats. Au contraire. les cultures cellulaires controles ... 
rabsence de peptide, se detachent rapidement du substrat plastique a 5 jours de cultu e 
Toutefois. sur le plastique, seules les neurones corticaux forrrent des agregats a paitir 
desquels tris peu de neurites peuvent 6tre observees, ce qui indique que le substrat , 
insuffisanunent adhesif. Le nombre des agregats neuronaux augmente de 9.3 % entre 
culture controle et la culture traitee avec le peptide selon I'invention. 
L-analyse morphometrique revele un accroissement significatif. a la fois dans le nom 
des neurites par agregat et dans la longueur des neurites par agregat. D'autre part c 
puits de plastique rev6tu avec de la BSA sont tres peu adhesifs pour les cel'lu 
neuronales. 

Les essais effectues en comparaison avec ie peptide 1 dans le desordre 
donnent aucun resultat significatif. 

Le second peptide selon la presente invention donne des resultats pljus 
faibles mais, neanmoins, significatifs. 

De meme, les essais realises avec le peptide R-K-A-R qui est une sequence 
consensus de fixation des glycosamino-glycanes presente dans un grand nombre ie 
proteines se fixant a rheparine, de meme que les peptides correspondant a des 
recepteurs de LDL type A n'ont donne aucun resultat representatif. 

D^autre part, on a etudie Teffet des peptides selon ia presente invention 1 et 
2 sur des cultures a faible densite. En effet, il a deja ete demontre que la foite 
agregation pouvait influencer la croissance neuritique de la meme fapon que la for^e 
d' adhesion des cellules au substrat. 



5 

ec 
en 



est 
a 

re 
des 
es 

le 



3 



Les essais realises a faible densite ont montre qu'en Pabsence d'agregation 
les deux peptides augmentaient de fagon significative le pourcentage des cellules 
neuronales portant des neurites. Dans les controles, seuls 24,4 % des cellules 
adherantes presentaient des neurites a 4 jours de culture tandis que respectivement 2 et 
5 2,5 fois plus apparaissaient en presence des peptides 1 et 2 selon la presente invention. 

Les analyses morphometriques ont revele une augmentation significative 
dans chacun d'eux a la fois du nombre de neurites par cellule et de la longueur des 
neurites en presence du peptide 1 et non pas du peptide 2. Dans ces conditions, ceci 
demontre que, meme en Tabsence d'agregation neuronale, le peptide 1 et a moindre 
10 degre le peptide 2 sont capables de promouvoir I'adhesion et la croissance neuritique 
des cellules neuronales corticales. 

On a egalement etudie TefFet du peptide selon la presente invention dans 
difFerentes conditions experimentales : 

En presence de dififerents substrats, on a pu demontrer par exemple que le 
15 peptide selon T invention augmentait de fagon significative le nombre des neurites par 
agregat dans des plaques a puits revetues avec la thrombospondine ou la fibronectine et 
ceci par rapport aux controles, de meme que la longueur des neurites par agregat. 

Tactivite du peptide 1 sur les cultures de cellules de moelle epiniere par 
rapport a des controles montre que les neurones demeurent distribues pendant au moins 
20 une semdne in vitro. Les neurones montrent des croissances neuritiques proeminentes 
formant un reseau sans fasciculation des neurites. On note une augmentation du nombre 
des contacts synaptiques entre les neurites. Au contraire, les cellules neuronales des 
controles ferment, en general, de petits agregats interconnectes par de longs filaments. 
Les neurites croissant a partir des agregats forment des faisceaux relativement raides le 
25 long desquels des neurones essentiellement simples, bi ou tripolaires peuvent etre vus. 

Les autres peptides testes dans les memes conditions ne montrent pas de 
difference notable par rapport aux controles. 
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REVENDTCATTONs: 

1) Peptide ou polypeptide presentant au moins la sequence en acides ami 



suivantes : 

-W-S-A,-C-S-A2-C-G- 
dans laquelle et A^ sont des sequences d'acides amines comportant de I a 5 acjdes 



amines. 



A, 
At 
ise 



2) Peptide ou polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce que 
est Pro ou -X1-W-X2-X3-. X,-, X^ et X3- etant choisis parmi G, S et C. 

3) Peptide ou polypeptide selon la revendication 2, caracterise en ce que 
est -XrW-S-X3. 

4) Peptide ou polypeptide selon Tune des revendications 1 a 3, caracte 
en ce que A2 est choisi parmi : -R-S-, -V-S- et -V-T-. 

5) Peptide ou polypeptide selon Tune des revendications 1 a 4, caracte ise 
en ce qu'il comporte au moins la sequence : 

-W.S.Xt-W-S-X2-C-S-A2-C-G-. 

6) Peptide ou polypeptide selon I'une des revendications 1 a 5, caractefise 
en ce qu'il s'agit de : ' 

W-S-G-W-S-S-C-S-R-S-C-G 

7) Peptide ou polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5 de formuh 
Y.W-S-A,-C-S-A2-C-G-Z 

dans laquelle Y et Z constituent les extremites N et C-terminales du peptide, ou 
comportent des chaines d'acides amines ayant moins de 6 acides amines, ou compodjent 
des chaines de composes qui ne sont pas des acides amines. 

8) Composition pharmaceutique comportant a titre de principe actif 
moins un peptide ou polypeptide selon I'une des revendications 1 a 7. 

9) Application des peptides ou polypeptides selon I'une des revendicati 
1 a 7 dans la regeneration des cellules du systeme nerveux. 

10) Application selon la revendication 9. caracterisee en ce que les pepti ies 
ou polypeptides selon I'une des revendications 1 a 7 sont utilises dans le traitement 
maladies neurodegeneratives. 

1 1) Application selon la revendication 9, caracterisee en ce que les peptides 
ou polypeptides selon Tune des revendications 1 a 7 sont utilises dans la regeneration 
de la moeile epiniere ou des nerfs peripheriques apres traumatismes. 
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12) Additif pour les cultures cellulaires de cellules nerveuses, caracterise en 
ce qu'il comporte au moins un peptide ou polypeptide scion Pune des revendications 1 
a 7. 

13) Vecteur d'expression cellulaire caracterise en ce qu'il comporte une 
sequence d*acide nucleique exprimant un peptide ou polypeptide selon I 'une des 
revendications 1 a 7. 
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REVENDICATIONS 

1) Peptide ou polypeptide presentant au moins la sequence en acides amines 

suivantes : 

-W-S-A1-C-S-A2-C-G- 
dans laquelle Ai et A2 sont des sequences d'acides amines comportant de 1 a 5 acides 
amines. 

2) Peptide ou polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce que /.i 
est Pro ou -XrW-X2-X3-, Xi-, Xzet X3- etant choisis parmi G, S et C. 

3) Peptide ou polypeptide selon la revendication 2, caracterise en ce que / .1 
est -X1-W-S-X3. 

4) Peptide ou polypeptide selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que A2 est choisi parmi : -R-S-, -V-S- et -V-T-. 

5) Peptide ou polypeptide selon Tune des revendications 1 k 4, caracterij e 
en ce qu'il comporte au moins la sequence : 

-W-S-X1-W-S-X2-C-S-A2-C-G-. 

6) Peptide ou polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5, caracterij e 
en ce qu'il s*agit de : 

W-S-G-W-S-S-C-S-R-S-C-G 

7) Peptide ou polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5 de formule : 
Y-W-S-A1-C-S-A2-C-G-Z 

dans laquelle Y et Z constituent les extremites N et C-terminales du peptide, cu 
comportent des chaines d' acides amines ayant moins de 6 acides amines, ou comporte] it 
des chaines de composes qui ne sont pas des acides amines. 

8) Composition pharmaceutique comportant a titre de principe actif 2u 
moins un peptide ou polypeptide selon Tune des revendications 1 a 7. 

9) Application des peptides ou polypeptides selon Tune des revendications 
1 a 7 dans la regeneration des cellules du systeme nerveux. 

10) Utilisation des peptides ou polypeptides selon Tune des revendications 
1 a 7 pour la realisation de medicaments destines au traitement des maladies 
neurodegeneratives. 

11) Utilisation des peptides ou polypeptides selon Tune des revendications 
1 a 7 pour la realisation de medicaments destines a la regeneration de la moelle epinie e 
ou des nerfs peripheriques apres traumatismes. 



